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This is not the end. It is not even the be-
ginning of the end. But it is, perhaps, the 
end of the beginning. 
 
Winston Churchill 




O câncer de mama (CAMA) é o segundo tipo de câncer mais freqüente no mundo e 
é o mais freqüente em mulheres. Cerca de 30% de mulheres jovens que desenvol-
vem câncer de mama devem apresentar um padrão genético de predisposição à do-
ença. Polimorfismos em genes de enzimas das vias de metilação, como por exem-
plo, a metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR), podem alterar a regulação gênica, 
uma vez que ela é responsável por metabolizar folato e disponibilizar grupos metil 
para o organismo, favorecendo o desenvolvimento do CAMA através da ativação de 
proto-oncogenes por hipometilação de regiões promotoras, por inativação de genes 
supressores de tumor por hipermetilação, por alteração no padrão de metilação do 
gene do receptor de estrógeno e na disponibilidade de uridilatos e timidilatos para 
síntese e reparo de DNA. Os polimorfismos MTHFR C677T e A1298C, quando em 
homozigose, causam a diminuição da atividade enzimática em 35 e 60% da normal, 
respectivamente. Os objetivos do trabalho foram investigar a associação dos poli-
morfismos citados e o CAMA em mulheres de SC, em estudo caso-controle, bem 
como averiguar as freqüências alélicas e genotípicas dos locos MTHFR 677 e MTH-
FR 1298. Foram coletadas amostras de sangue periférico de indivíduos controle (n = 
117) e casos (n = 125). Para a identificação da variabilidade, utilizou-se a técnica 
PCR-RFLP. Obtiveram-se as freqüências alélicas de 0,40 para MTHFR 677T nos 
controles e 0,34 nos casos, semelhantes a outras populações de origem européia. 
Para o loco MTHFR 1298, as freqüências do alelo C são 0,53 e 0,51 em controles e 
casos, respectivamente, superiores às de outras populações da literatura. As fre-
qüências genotípicas estão homogeneamente distribuídas entre controles e casos 
para o loco MTHFR 677 e para os controles no loco MTHFR 1298, porém os casos 
encontram-se fora do equilíbrio de Hardy-Weinberg, apresentando excesso de hete-
rozigotos. Foi encontrada associação entre as duas classes de genótipos CC AC + 
CT AC e a susceptibilidade de desenvolvimento do CAMA, com OR (odds ratio) = 
2,079 e p = 0,012. Já os genótipos CC AA, CC CC e TT CC somados conferem prote-
ção contra a doença, apresentando OR = 0,480 e p = 0,039. 
Apoio: UFSC; FAPESC/SES; CNPq; CAPES.  




Breast cancer (BC) is the second most frequent cancer type in the world and it is the 
most one in women. About 30% of young women who develop BC are expected to 
show genetic predisposing pattern. Polymorphisms in methylation pathways enzymes 
genes, such as methylenetetrahydrofalate reductase (MTHFR), can alter genic regu-
lation, once it is responsible for folate metabolizing and for making one-carbon 
groups available to the organism, easing BC to emerge through proto-oncogenes 
activation, promoter region hipomethylation, methylation pattern changes in estrogen 
receptor gene and in uridylates and thimidylates availability  to DNA synthesis and 
repair. MTHFR C677T and A1298C polymorphisms, when homozygous, lead to re-
duced enzyme activity to 35 and 60% of the non-mutated one, respectively. The ob-
jectives were to investigate the association of the above mentioned polymorphisms 
and BC in SC women, in a case-control study, as well as to verify allelic and genotyp-
ic frequencies of MTHFR 677 and MTHFR 1298. It was collected peripheral blood 
samples of control (n = 117) and cases (n = 125) individuals. In order to identify the 
variability, it was used PCR-RFLP. It was obtained allelic frequencies of 0.40 to 
MTHFR 677T in controls and 0.34 in cases, similar to other populations found in lite-
rature. To MTHFR 1298, the allele C frequency is 0.53 and 0.51 in controls and cas-
es, respectively, higher than the observed in other populations of the literature. Ge-
notypic frequencies are homogeneously distributed among cases and controls to 
MTHFR 677 locus and for controls of MTHFR 1298 locus, but not for cases, which 
are not in Hardy-Weinberg equilibrium, presenting heterozygote excess. It was found 
association between two genotypic classes (CC AC + CT AC) and the BC develop-
ment susceptibility (odds ratio (OR) = 2.079 and p-value = 0.012). Together, geno-
types CC AA, CC CC and TT CC lend protection against the disease (OR = 0.480, p 
= 0.039). 
 
Support: UFSC; FAPESC/SES; CNPq; CAPES. 
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A Genética Humana vem adquirindo uma importância crescente na 
sociedade e nos sistemas de Saúde Pública em face ao desenvolvimento científico e 
tecnológico gerado nos últimos anos. Esta área apresenta interface com diversas 
especialidades clínicas e ciências básicas, especialmente a Oncologia, fornecendo 
subsídios para a compreensão da patogênese e predisposição ao desenvolvimento 
tumoral. 
O câncer se caracteriza pelo descontrole da divisão celular. A célula 
neoplásica é definida por duas propriedades hereditárias: ela e sua descendência 
reproduzem-se desobedecendo aos controles normais da divisão celular, invadem e 
colonizam regiões normalmente destinadas a outras células. Uma célula anormal 
isolada, que não se prolifere além das suas vizinhanças normais não causa dano 
significativo. Se, entretanto, sua proliferação estiver fora de controle, ela dará início a 
um tumor, ou neoplasia, uma massa compacta de células anormais continuamente 
em crescimento. Todavia, desde que as células neoplásicas permaneçam agregadas 
formando uma massa única, o tumor é dito ser benigno. Um tumor é considerado um 
câncer apenas se for maligno, isto é, somente se suas células tiverem adquirido a 
capacidade de invadir outros tecidos (GRIFFITHS et al., 2006; ALBERTS et al., 
2004). 
As células cancerosas apresentam, no mínimo, seis características em co-
mum: (1) continuam a crescer e a se dividir em situações nas quais as células nor-
mais não o fariam, ou seja, elas crescem mesmo sem receber um sinal químico de 
crescimento; (2) continuarão a crescer mesmo que as células vizinhas enviem sinais 
para interromper o crescimento. Por exemplo, células normais param de crescer 
quando comprimidas por outras células. De alguma forma, os tumores conseguem 
evitar isso; (3) conseguem se manter ativas e evitar o sinal de apoptose que geral-
mente ocorre quando há lesão no DNA (BEAUSEJOUR & CAMPISI, 2006); (4) são 
capazes de cooptar o sistema vascular do organismo, causando o crescimento de 
novos vasos sangüíneos para fornecer nutrientes às células cancerosas; (5) são es-
sencialmente imortais: as células normais podem dividir-se apenas em um número 
limitado de vezes, porém, as células cancerosas e os tumores não dependem desse 
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limite; (6) a mais letal das características: possuem capacidade de se desprender, 




1.1 Epidemiologia do câncer 
 
 
O câncer é uma das principais preocupações mundiais em Saúde Pública. 
Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), é a principal causa de morte no 
mundo todo e a estimativa é de que o câncer continue vitimando e que morram 9 
milhões de pessoas em 2015 e 11,4 milhões em 2030 (OMS, 2008). 
Para o ano de 2008, a estimativa é de que sejam diagnosticados 1.437.180 
novos casos de câncer na população dos Estados Unidos. Esta estimativa não inclui 
carcinoma in situ (cânceres não invasivos), nem câncer de pele, cuja estimativa de 
novos casos é por volta de 1 milhão. A expectativa de morte por câncer, da 
população norte-americana, em 2008, é de 565.650 pessoas. Nesta população, o 
câncer é responsável por 1 em cada 4 mortes (AMERICAN CANCER SOCIETY - 
ACS, 2008). 
No Brasil, a estimativa para os anos de 2008 e 2009 é de 466.730 novos 
casos, sendo os tipos mais incidentes, à exceção de câncer de pele não melanoma, 
os de próstata (49 mil) e pulmão (18 mil) no sexo masculino e mama (49 mil) e colo 






Figura 1: Tipos de câncer mais incidentes, estimados para 2008 e 2009, exceto pele não mela-
noma, na população brasileira. 
Fonte: INCA, 2008. 
 
 
Por ser uma doença que afeta uma população mais idosa, as curvas de 
crescimento de mortalidade por câncer no Brasil são compatíveis com as tendências 
mundiais. As principais causas para o crescimento da mortalidade por câncer 
verificadas nos últimos 20 anos foram: (1) a melhora das condições de saneamento 
básico e das condições de saúde do país, ocorridas ao longo dos anos, que 
reduziram as mortes por doenças infecto-parasitárias e elevaram a expectativa de 
vida dos brasileiros; (2) o envelhecimento da população, que propiciou um aumento 
natural da mortalidade por doenças crônicas, entre as quais, as neoplasias; (3) as 
modificações de comportamento verificadas na sociedade em função das exigências 
da vida moderna e a adoção de hábitos de risco, tais como sedentarismo e 
alimentação desequilibrada. As maiores taxas de mortalidade estão nas regiões 
mais desenvolvidas do país, Sul e Sudeste (INCA, 2008), uma vez que são regiões 
com maior oferta de serviços de saúde públicos e privados disponíveis para a 












O fator mais importante no prognóstico do câncer de mama é descobrir se 
ele é invasivo ou não-invasivo. 
O câncer de mama não-invasivo, ou in situ, se confina aos ductos ou lóbulos 
e não se espalha para os tecidos adjacentes da mama ou de outras partes do corpo. 
Já o câncer invasivo (ou infiltrante) começa a ultrapassar os limites do tecido mamá-
rio e invade áreas próximas. Eles podem se espalhar para outras partes do corpo 
através da corrente sanguínea e do sistema linfático . 
Podemos dividir o carcinoma mamário em quatro categorias: 
a) Carcinoma ductal in situ: é o mais freqüente dos cânceres de mama 
não invasivos e é considerado o primeiro estágio do câncer. Repre-
senta um crescimento descontrolado de células que estão confinadas 
no ducto mamário. 
b) Carcinoma lobular in situ: é uma área de crescimento celular anormal, 
cujo início se dá nos lóbulos mamários. Não é um câncer propriamen-
te dito, mas aumenta a chance de que o portador desenvolva um cân-
cer no futuro. 
c)  Carcinoma ductal invasivo: é o tipo mais comum de câncer de mama. 
Cerca de 80% dos cânceres são dessa categoria. 
d) Carcinoma lobular invasivo: é o segundo tipo mais comum de câncer 
de mama. Ele invade os tecidos adjacentes à glândula. Com o tempo, 
pode se espalhar para os linfonodos e possivelmente para outras á-





O câncer de mama é o segundo tipo de câncer mais freqüente no mundo e é 
o mais freqüente em mulheres. A cada ano, cerca de 22% dos novos casos de cân-
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cer são de mama (INCA, 2008). Ele representa uma das principais causas de morte 
em mulheres nos países ocidentais. Mais de 1,1 milhão de novos casos são diag-
nosticados anualmente, o que representa 10% de todos os novos casos de câncer. 
As mortes causadas por câncer de mama, mais de 410 mil anualmente, representam 
aproximadamente 1,6% de mortes de mulheres no mundo (BREAST HEALTH GLO-
BAL INITIATIVE - BHGI, 2008; ANDERSON et al., 2006). A Sociedade Americana de 
Cancerologia indica que uma em cada 8 mulheres americanas tem a probabilidade 
de desenvolver câncer de mama durante a sua vida. 
Nos anos 80, a incidência de câncer de mama nos Estados Unidos aumen-
tou repentinamente. Possivelmente, não representa um aumento real, devido ao uso 
sistemático da mamografia, que possibilitou identificar com mais facilidade a doença. 
Nos últimos anos a taxa de mortalidade por esse tipo de câncer teve uma queda de-
vido à detecção precoce e à redução dos tratamentos de reposição hormonal (ACS, 
2008).  
Dos 466.730 novos casos de câncer previstos para 2008 e 2009 no Brasil, o 
câncer de mama seria o mais incidente na população feminina, estimando-se 49.400 
novos casos (figura 2). Segundo estatísticas, a incidência desta enfermidade está 
em torno de 51 casos a cada 100.000 mulheres e a sobrevida média após cinco a-
nos é de 61%, na população mundial (INCA, 2008).  
 
 
Figura 2: Representação espacial das taxas brutas de incidência de câncer de mama feminina 
por 100.000 mulheres, estimadas para os anos 2008 e 2009, segundo a Unidade da Federação. 




No Estado de Santa Catarina a incidência do câncer de mama é maior, 
52,03/100.000 (1610 novos casos/ano). Considerando-se somente a capital do Es-
tado, Florianópolis, a taxa de incidência aumenta para 62,45/100.000 (tabela 1), com 
um número aproximado de 130 novos casos/ano e 40 óbitos/ano (INCA, 2008). 
Sendo assim, a caracterização dos fatores de risco presentes nesta população é 
fundamental para o delineamento de estratégias de prevenção direcionadas a ela. 
 
 
Tabela 1: Estimativas para o ano 2008, no Estado de Santa Catarina e em Florianópolis, das 
taxas brutas de incidência por 100.000 e de número de casos novos por câncer, em mulheres, 
segundo localização primária. 
LOCALIZAÇÃO PRIMÁRIA ESTIMATIVA DOS CASOS NOVOS 
NEOPLASIA MALIGNA ESTADO CAPITAL 
  Casos Taxa bruta Casos Taxa bruta 
Mama Feminina 1.610 52,03 130 62,45 
Colo de Útero 510 16,38 40 19,18 
Cólon e Reto 510 16,37 50 26,19 
Traquéia, Brônquio e Pulmão 360 11,84 30 14,16 
Estômago 280 9,12 20 9,65 
Leucemias 170 5,53 * 4,70 
Cavidade Oral 80 2,63 * 5,59 
Pele Melanoma 250 8,08 20 7,94 
Esôfago 110 3,32 * 0,96 
Outras Localizações 1.890 61,37 * 0,00 
Subtotal 5.770 187,36 320 158,08 
Pele não Melanoma 2.680 86,98 350 171,42 
Todas as Neoplasias 8.450 274,37 670 330,98 
*Menor que 15 casos. 
Fonte: INCA, 2008. 
 
 
1.2.3 FATORES DE RISCO 
 
 
Estudos epidemiológicos citam fatores de risco endógenos e exógenos as-
sociados ao desenvolvimento de câncer de mama: sexo (predominância do femini-
no), país de nascimento, menarca precoce, menopausa tardia, primeira gravidez tar-
dia (ou ausência de gestações), utilização de hormônios exógenos (anticoncepcio-
nais e terapia de reposição hormonal), não amamentação, tabagismo, consumo de 
carne vermelha e industrializada (bacon, hambúrguer, salsicha), obesidade e história 
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familial de câncer (ACS, 2008; BHGI, 2008; GERGER et al., 2007; ZHENG et al., 
1999). 
Os fatores ambientais são responsáveis pela maioria dos casos de câncer e 
a lesão do DNA está consistentemente associada ao risco do desenvolvimento de 
neoplasias (CEBRIANT et al., 2006; CRESPI & SUMMERS, 2005; SMITH et al., 
2003), sendo que 5 a 10% dos tumores de mama são hereditários e cerca de 30% 
de mulheres jovens que desenvolvem câncer de mama devem apresentar um pa-
drão genético de predisposição à doença (DUFLOTH et al., 2005). 
 
 
1.2.4 GENÉTICA DO CÂNCER DE MAMA 
 
 
Nas últimas décadas, diversas evidências indicaram a natureza genética do 
câncer – ou seja, o resultado do acúmulo de mutações (herdadas ou adquiridas) no 
genoma. A maioria das neoplasias resulta da interação de fatores genéticos e ambi-
entais. A predisposição genética é responsável por aproximadamente 5% de todos 
os casos, os demais são atribuídos a causas externas, ou seja, fatores ambientais 
que atuam em conjunto com a susceptibilidade genética e a adquirida (MENKO et 
al., 2007). O estabelecimento de políticas públicas para a prevenção do câncer deve 
considerar a variabilidade individual na susceptibilidade ao câncer, que é decorrente 
de fatores genéticos, étnicos, nutricionais e ambientais. 
A etiologia do câncer de mama é extremamente complexa. Estudos de 
ligação gênica em famílias afetadas resultaram na identificação de dois genes de 
alta penetrância, BRCA1 e BRCA2 (MIKI et al., 2000; WOOSTER et al., 1995). 
Mutações nos genes BRCA1 e BRCA2 aumentam o risco de câncer de mama e 
ovário e são responsáveis por cerca de 30% dos casos hereditários (figura 3). No 
entanto, apenas 5 a 10% de todos os casos de câncer de mama são decorrentes de 
mutações germinais nestes genes (PHAROAH et al., 2007; LANGSENLEHNER et 





Figura 3: Composição da susceptibilidade ao câncer de mama. Câncer de mama familial (à 
esquerda) contribui com apenas 5 a 10% do total de câncer de mama (à direita). Os genes en-
volvidos no câncer de mama familial (BRCA1 e BRCA2) perfazem aproximadamente 30% do 
total de câncer familial. A maioria das variantes genéticas que contribuem para o desenvolvi-
mento de câncer de mama esporádico são desconhecidos. 
Fonte: BALMAIN et al., 2003. 
 
Sendo assim, outros genes que causam susceptibilidade ao câncer de 
mama (de baixa penetrância) estão envolvidos (GERGER et al., 2007). A 
investigação destes genes é de extrema importância, pois codificam proteínas que 
participam em uma grande variedade de processos que atuam de forma importante 
na carcinogênese, tais como a metabolização de xenobióticos, a entrada de 
hormônios nas células e o reparo e metilação do material genômico. Tais genes se 




1.3 Polimorfismos de DNA 
 
 
Polimorfismo é definido como a presença da variabilidade genética de um 
determinado loco que ocorre em uma população, em que os alelos apresentem fre-
qüências entre 1 e 99%. Eles podem acarretar aumento, diminuição ou perda de 
função das enzimas, e consequentemente, podem ser a causa direta de uma anor-
malidade fenotípica, resultar em um aumento na susceptibilidade a uma doença e 
também podem ser silenciosos. 
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Os polimorfismos de DNA podem ser de tamanho, como no caso dos satéli-
tes, minissatélites e microssatélites, ou podem ser de seqüência, como por exemplo, 
as inserções e deleções de material genético e os SNPs (Single Nucleotide Poly-
morphism), que é o tipo de polimorfismo analisado nesse trabalho, que representa 
mudança de uma única base por outra. Pode ser uma transição, que se caracteriza 
por uma substituição de uma pirimidina (C ou T) por outra pirimidina ou de uma puri-
na (A ou G) por outra purina; pode ser transversão, que é a substituição de uma pi-
rimidina por uma purina ou vice-versa (STRACHAN & READ, 2002). 
O estudo destas variações e seu papel na susceptibilidade dos indivíduos ao 
câncer de mama têm se tornado cada vez mais importante quando associados a 
outros riscos ditos clássicos. Este tipo de associação evidencia se os locos estuda-
dos, ou um loco vizinho, estão relacionados à susceptibilidade à doença (PHAROAH 
et al., 2007). Este tipo de estudo constitui o que se chama atualmente de Epidemio-
logia Molecular.  
A manifestação e o comportamento das células são determinados pelos ge-
nes expressos por elas. O comportamento anormal das células cancerosas pode, 
então, ser explicado por modificações no conjunto de genes que estão ativos nestas 
células. A ativação ou inativação de genes pode ser uma característica herdada, as-
sim como são os próprios genes. O que se herda de informação em nível de expres-
são gênica refere-se à epigenética, que é o estudo de características herdáveis do 
genitor para a prole que não resultam de uma mutação no DNA (PASTERNAK, 
2007), em oposição à genética, que se refere à informação ao nível de seqüência de 
nucleotídeos. A metilação enzimática do carbono 5´ de resíduos de citosina pode 
afetar a herança epigenética pela alteração da expressão de genes e pela transmis-
são de padrões de metilação de DNA através da divisão celular. Por isso, a metila-
ção do DNA pode contribuir para a mudança de expressão gênica, que pode provo-
car o aparecimento de um tumor (JONES & LAIRD, 1999). 
Polimorfismos em genes que codificam enzimas das vias de  metilação, co-
mo por exemplo, a metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR), podem alterar a regu-
lação gênica, o que contribuiria para aumentar o risco do desenvolvimento de câncer 





1.4 O Gene e a Proteína Metilenotetrahidrofolato Redutase 
 
 
O gene metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) está localizado no braço 
curto do cromossomo 1 (1p36.3, figura 4), possui 20.329 pares de bases, 12 exons e 
11 introns e produz um mRNA de 7.105 pares de bases. A enzima codificada por 
este gene, a metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR), é formada por 656 aminoá-




Figura 4: Cromossomo 1 humano, com indicação da localização do gene MTHFR. 
Fonte: GENETICS HOME REFERENCE, 2008. 
 
A MTHFR participa da homeostase do folato e da homocisteína, sendo, por-
tanto, peça-chave da síntese de purinas e do processo de síntese e metilação do 
DNA. A metilação do DNA genômico está diretamente correlacionada com o nível de 
folato e inversamente com o nível de homocisteína plasmática (CHENG et al., 2008; 
MACIS et al., 2007; DURGA et al., 2006; SAZCI et al., 2005; SHRUBSOLE et al., 
2004; SHRUBSOLE et al., 2001; WEISBERG et al., 1998). É uma característica epi-
genética essencial do DNA, regula a expressão gênica e a integridade genômica 
durante a diferenciação celular e é catalisada por metiltransferases, que utilizam S-
adenosil-L-metionina como doador universal de grupo metil (KOTSOPOULOS et al., 
2008; QUINLIVAN et al., 2005; SAZCI et al., 2005; ERGUL et al., 2003). 
O metabolismo da homocisteína começa com a ingestão de ácido fólico pela 
dieta. Este é rapidamente reduzido para sua forma ativa, tetrahidrofolato, que se tor-
na 5,10-metilenotetrahidrofolato pela enzima metilenotetrahidrofolato redutase, que 
tem um papel crucial nessa via metabólica. Esse substrato é vital para o metabolis-
mo de ácidos nucléicos e aminoácidos, incluindo aqueles necessários para síntese 
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de nucleotídeos e, conseqüentemente, para a divisão celular. Os produtos dessa 
reação são grupos metil utilizados para síntese de metionina, necessária para meti-
lação do DNA. No segundo passo dessa via metabólica, a enzima metionina sinteta-
se (MTR) catalisa a remetilação da homocisteína para metionina, necessária para 
produção de S-adenosilmetionina (SAM), o doador universal de metil. A vitamina 
B12 age como co-fator para metilação (figura 5). Ela se oxida e a enzima MTR é ina-
tivada. A regeneração da metionina sintetase requer a participação de outra enzima, 
metionina sintetase redutase (MTRR) (BISELLI et al., 2008; BRANDALIZE et al., 
2007; ZINTZARAS, 2007; SANTOS et al, 2006; SAZCI et al., 2006; FRISO et al., 
2002; UELAND et al., 2001; SKIBOLA et al., 1999). 
Homocisteína é um aminoácido sulfurado que não pode ser obtido pela die-
ta. Ele é produzido no ciclo de metilação, que é crítico não apenas para sua forma-
ção, como também para sua remoção. Toda reação de metilação que utilize S-
adenosilmetionina (SAM) como doador de metil gera S-adenosilhomocisteina (SAH). 
Dentro das células, SAH é rapidamente convertida para homocisteína pela enzima 
SAH-hidrolase. Apesar de essa reação ser irreversível, o fluxo metabólico em condi-
ções fisiológicas normais prossegue na direção hidrolítica, quando a homocisteína é 
rapidamente removida e sua concentração permanece baixa. Entretanto, quando a 
concentração de homocisteína aumenta, a reação da SAH-hidrolase vai a favor da 
formação de SAH. Isto tem relevância bioquímica muito grande porque foi mostrado 
que a SAH é um potente inibidor de reações de metilação SAM-dependentes (BOT-





Figura 5: Resumo da via metabólica do ácido fólico e o papel de metilenotetrahidrofolato redu-
tase (MTHFR), S-adenosilmetionina (SAM), S-adenosilhomocisteina (SAH), ácido dihidrotetrafó-
lico (DHF) e ácido tetrahidrofólico (THF). 
Fonte: SKIBOLA et al., 1999. 
 
A metilação anormal do DNA genômico geralmente é associada a diferentes 
doenças e ao desenvolvimento de câncer (CHOU et al., 2006 JONES & LAIRD, 
1999; FEINBERG & VOGELSTEIN, 1983). O carcinoma mamário pode ser iniciado 
através da ativação de proto-oncogenes por hipometilação das suas regiões promo-
toras, por inativação de genes supressores de tumor por hipermetilação ou ainda por 
alteração no padrão de metilação do gene do receptor de estrógeno (SHARP et al., 
2008; SUZUKI et al, 2008; SEMENZA et al., 2003; SHARP et al., 2002; MIKI et al., 
2000; ROHAN et al., 2000; LAIRD & JAENISCH, 1994). 
Além disso, o folato também é necessário para a transferência de grupos 
metil na síntese de novo de nucleotídeos (MAO et al., 2008). Quando se tem baixo 
nível citosólico de N5,N10-metilenotetrahidrofolato (o cofator para síntese de timidila-
tos), a síntese de timidilatos é diminuída, aumentando a razão dUMP/dTMP intrace-
lular e a incorporação errada de dUTP no DNA pela DNA polimerase. Quando essa 
incorporação errônea é detectada, a enzima uracil-DNA glicosilase gera uma quebra 
transitória no DNA para que o erro seja reparado. O reparo induzido pela uracil-DNA 
glicosilase pode causar mutações pontuais e quebras cromossômicas e é a provável 
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causa de deleções e duplicações genéticas (ZINTZARAS et al., 2008; BOCCIA et al., 
2007; MACIS et al., 2007; BLOUNT et al., 1997) . 
A potencial influência da MTHFR na metilação do DNA e na disponibilidade 
de uridilatos e timidilatos para síntese e reparo de DNA faz do MTHFR um gene 
candidato potencial à predisposição ao câncer (KOTSOPOULOS et al., 2008; BOC-
CIA et al., 2007; SIRAJ et al., 2007; CHOU et al., 2006; ERGUL et al., 2003; MAR-
CHAND et al., 2002). 
 
 
1.4.1 POLIMORFISMOS NO MTHFR 
 
 
Frosst e seus colaboradores, em 1995, identificaram a transição de uma ci-
tosina por uma timina no nucleotídeo 677 do gene MTHFR, que converte uma alani-
na em uma valina no códon 222 e é responsável pela síntese de uma forma termo-
lábil da enzima (NCBI, 2008), o que acarreta a perda parcial da atividade enzimática 
(SELZER et al., 2003; FRISO et al., 2002). 
VAN DER PUT et al. (1998), identificaram outro polimorfismo do gene MTH-
FR: a transversão de uma adenina para uma citosina na posição 1298, que resulta 
na substituição de um ácido glutâmico por uma alanina no códon 429 (NCBI, 2008).  
A transição C677T (dbSNP rs1801133) ocorre no domínio catalítico da en-
zima e provoca a diminuição da atividade enzimática para apenas 35% da atividade 
normal em indivíduos com o genótipo TT (KARA et al., 2003; WEISBERG et al., 
1998). Por sua vez, a mutação A1298C (dbSNP rs1801131) localiza-se no domínio 
regulatório e também resulta na diminuição da atividade enzimática, mais pronuncia-
damente quando em homozigose do que em heterozigose, quando apresenta ape-
nas em torno de 60% da atividade do fenótipo selvagem (WEISBERG et al., 1998). 
Nem o estado homozigoto nem o estado heterozigoto da mutação no loco 1298 são 
associados com maior nível de homocisteína no plasma, nem com menor concentra-
ção de folato, o que é evidente na homozigose de 677T (NCBI, 2008). Entretanto, 
VAN DER PUT et al. (1998) descobriram que a heterozigose combinada dos dois 
polimorfismos está associada à redução da atividade da MTHFR, ao aumento do 






Estudos anteriores realizados no nosso país, especificamente na população 
do Rio de Janeiro (AMORIM et al., 2002) e do Paraná (MACIEL, 2007; TORRESAN, 
2006), afirmam a importância das diferenças étnicas na distribuição de polimorfismos 
de genes de baixa penetrância, como por exemplo, os GSTs, CYPs, COMT e MTH-
FR, as quais podem influenciar a susceptibilidade genética ao CAMA. A mistura étni-
ca ocorrida durante a formação da população brasileira, principalmente entre os gru-
pos parentais Ameríndio, Africano e Europeu, ressalta a sua singularidade em todo o 
mundo com relação ao delineamento de estudos de Epidemiologia Molecular. 
De acordo com a OMS, os estudos populacionais são de grande importância 
para a identificação de fatores etiológicos e populações susceptíveis ao 
desenvolvimento tumoral, subsidiando o estabelecimento de estratégias de 
prevenção mais eficientes. 
Este estudo caso-controle colabora com a pesquisa por marcadores molecu-
lares do CAMA, para facilitar o diagnóstico e melhorar o prognóstico da doença. 
Muitos esforços para a melhoria no controle do câncer de mama, tanto no 
âmbito preventivo e diagnóstico como no terapêutico e cirúrgico têm sido realizado, 
mas a luta contra o câncer de mama ainda necessita de maior conhecimento sobre a 
etiologia e fatores de risco da doença. A busca de novas ferramentas que auxiliem 
no desenvolvimento dessas áreas deve ser considerada essencial. 
Assim, marcadores genéticos como SNPs merecem atenção como 
ferramentas mais aprimoradas para diagnóstico, prognóstico e detecção de fatores 
de risco do câncer de mama, podendo auxiliar no esclarecimento do caráter 
multifatorial da doença e propiciar a melhoria da qualidade de vida de muitas 
mulheres, ajudando na prevenção da doença. 
Levando em consideração a importância dos mecanismos de metilação de 
DNA e conseqüente regulação gênica para manutenção da integridade genômica, é 
evidente o possível envolvimento do gene MTHFR com o desenvolvimento de vários 
tipos de câncer, inclusive o câncer de mama. Sendo assim, é relevante a 
investigação de polimorfismos que possam alterar a integridade e expressão desse 
gene, podendo vir a ser utilizados como marcadores genéticos para o CAMA. 
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3. OBJETIVOS  
 
 
3.1 Objetivo geral 
 
 
Investigar a associação de dois polimorfismos do gene MTHFR (C677T e 
A1298C) e o câncer de mama (CAMA) através de um estudo caso-controle, visando 




3.2 Objetivos específicos 
 
 
1. Ampliar o número de amostras já existentes no Laboratório de Polimorfis-
mos Genéticos (LAPOGE), através da coleta de material biológico e informações 
epidemiológicas de novos casos e controles.  
2. Otimizar as técnicas necessárias para a genotipagem dos SNPs C677T e 
A1298C do gene MTHFR. 
3. Identificar os alelos dos SNPs C677T e A1298C do gene MTHFR e esti-
mar suas freqüências nas amostras de casos e controles. 
4. Tabular os resultados e realizar análises estatísticas, tais como a verifica-
ção do equilíbrio de Hardy-Weinberg. 
5. Realizar um estudo de associação caso-controle no intuito de avaliar o pa-
pel dos diferentes alelos acima citados na susceptibilidade ao CAMA. 
6. Comparar as freqüências alélicas e genotípicas observadas na população 
estudada com demais populações verificadas na literatura.  
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 
4.1 Aspectos gerais 
 
 
Este trabalho faz parte de um projeto mais amplo, coordenado pela Dra. Ilía-
da Rainha de Souza, intitulado “Câncer de mama: Avaliação de Parâmetros Informa-
tivos e Prognósticos na População de Santa Catarina”, aprovado pelo comitê de éti-
ca da Universidade Federal de Santa Catarina, registrado sob número 191/2003 em 
24 de novembro de 2003, e pelo CONEP (Comissão Nacional de Ética em Pesqui-
sa), sob parecer 027/2006 (ANEXO A). 
 
 
4.2 Obtenção das amostras 
 
 
As amostras constituem-se de 125 pacientes com câncer de mama, atendi-
das pelo Hospital Universitário (HU) - UFSC e pela Maternidade Carmela Dutra, no 
período de agosto de 2005 a setembro de 2008, e de 117 mulheres sem evidência 
de carcinoma mamário e nem histórico familial da doença, que constituem o grupo 
controle. Os dados familiais e epidemiológicos das pacientes foram obtidos durante 
entrevista, através de questionários estruturados (ANEXO B). Os dados clínicos fo-
ram obtidos a partir dos prontuários médicos. Após a obtenção do consentimento 
informado (ANEXO C) e da entrevista, foram coletados cerca de 8 ml de sangue pe-
riférico para extração de DNA e análise dos polimorfismos genéticos. Os dados fami-
liais e epidemiológicos dos controles foram obtidos de maneira similar, bem como o 








As amostras de sangue contendo EDTA foram centrifugadas a 3000 
rotações por minutos (rpm), durante 20 minutos, para separação das hemácias, do 
plasma (que foram estocados) e dos leucócitos (buffy coat), os quais foram utilizados 
para obtenção de DNA genômico.  
 
 
4.4 Extração e quantificação de DNA  
 
 
Para a extração de DNA genômico foi empregada a técnica descrita por 
SAMBROOK et al. (2001), que utiliza TRITON-X e Proteinase K. Após a extração, os 
DNAs genômicos passaram a integrar um Banco de DNA, organizado a partir do 
número de matrícula dos indivíduos. Os dados clínicos e epidemiológicos também 
foram catalogados.  
Após a extração, realizou-se a quantificação do DNA através da absorbância 
medida em 260nm e 280nm em espectrofotômetro (SAMBROOK et al., 2001). A 






Para a pesquisa de polimorfismos genéticos, foi utilizada a técnica de PCR-
RFLP [Polimerase Chain Reaction – Restriction Fragment Lenght Polimorphism 
(Reação em Cadeira da Polimerase – Polimorfismo do Comprimento dos 
Fragmentos de Restrição)]. Primeiro foram amplificados fragmentos de DNA 
próximos às posições 677 e 1298 do gene MTHFR, utilizando-se oligonucleotídeos 
iniciadores de seqüência específica para as regiões citadas (tabela 2). 
Posteriormente, os nucleotídeos variantes nessas regiões foram identificados 
através da digestão desses fragmentos com as enzimas de restrição Hinfl e Mboll, 
para as regiões 677 e 1298, respectivamente. Essas enzimas clivam fragmentos 
dupla fita de DNA quando identificam sítios de restrição específicos. Os 
polimorfismos de sítios de restrição (RSPs, do inglês Restriction Site Polymorphism) 
resultam em alelos que possuem ou não um sítio de restrição específico e podem 
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ser diferenciados pela digestão com a endonuclease de restrição relevante. Os 
RFLPs resultantes possuem dois alelos correspondendo à presença ou à ausência 
desse sítio de restrição, gerando fragmentos de restrição cujos tamanhos são 
característicos dos dois alelos, podendo assim serem identificados (STRACHAN & 
READ, 2002). 
Com isso, foram analisados dois SNPs: a substituição de C por T na posição 
677 e de A por C na posição 1298. A variabilidade entre os tamanhos dos 
fragmentos é visualizada em gel de poliacrilamida ou agarose submetido à 
eletroforese, que permite identificar se a enzima de restrição clivou o fragmento, 
possibilitando assim, verificar se os indivíduos possuem as substituições 
investigadas. 
 
Tabela 2: Seqüência dos oligonucleotídeos iniciadores utilizados para análise dos locos 677 e 
1298 do gene MTHFR. 
  Temperatura de anelamento 
MTHFR 677 F TGA AGG AGA AGG TGT CTG CGG GA 65º C 
MTHFR 677 R AGG ACG GTG CGG TGA GAG TG 65º C 
MTHFR 1298 F CAA GGA GGA GCT GCT GAA GA 62º C 
MTHFR 1298 R CCA CTC CAG CAT CAC TCA CT 62º C 
Fonte: YI et al., 2002 
 
A visualização dos fragmentos em forma de bandas foi realizada em gel de 
agarose a 4,5% corado com brometo de etídio, onde cada banda corresponde a um 
grupo de moléculas do mesmo tamanho. As imagens dos géis foram capturadas 
pelo fotodocumentador DNR Bio-Imaging Systems MiniBIS Pro através do software 
GelCaptureTM e analisadas posteriormente. 
 
 
4.5.1 PCR E DIGESTÃO DO LOCO MTHFR 677 
 
 
As PCRs para o loco 677 realizaram-se com tampão Tris-HCl 10x, pH 8,3; 
0,4 μM de MgCl2; 0,2 μM de cada desoxinucleotídeo trifosfatado (dNTP); 1 nM de 




Os tubos de reação foram levados ao termociclador, onde foi feito o seguinte 
ciclo de variação de temperatura: 94°C por 2 minutos para ativação da Taq polime-
rase, seguido de 30 ciclos repetidos de amplificação (desnaturação das fitas de DNA 
a 94°C por 1 minuto; anelamento dos iniciadores a 65°C por 1 minuto e extensão da 
nova fita a 72ºC por 1 minuto) e extensão final da cadeia a 72°C por 7 minutos (a-
daptado de YI et al., 2002). 
Esta PCR gera um fragmento de DNA de 198 pares de bases (pb). Após 
submeter este produto à ação da enzima de restrição HinfI, extraída de uma cepa de 
E. coli que carrega o gene clonado HinfI de Haemophilus influenzae, cujo sítio de 
restrição é a seqüência G/ANTC, três situações são possíveis (figura 6): (1) a não 
digestão do produto de 198pb oriundo da PCR, devido à ausência do sítio de 
restrição em ambas as fitas de DNA, o que corresponde ao genótipo homozigoto 
para CC na posição 677; (2) a digestão total do produto, produzindo fragmentos de 
175 e 23pb, correspondente aos indivíduos de genótipo homozigoto TT; e (3) 
fragmentos de 198, 175 e 23pb, por tratar-se de indivíduo heterozigoto CT, onde 
uma das fitas de DNA apresenta o sítio de restrição e a outra não o apresenta 
(adaptado de KARA et al., 2003). 
 
 
Figura 6: Imagem de eletroforese em gel de agarose 4,5% corado com brometo de etídeo, visu-
alizado por transiluminador UV. As bandas são produtos de PCR da região MTHFR 677, após 
digestão com a enzima HinfI. Raia 1: marcador de peso molecular Low Molecular Weigh NEB™. 
Raia 2: genótipo CC, produto de PCR não digerido, apresenta uma banda de 198 pares de ba-
ses (pb). Raia 3: genótipo CT, apresenta duas bandas, de 198 e 175pb, produto de PCR parci-
almente digerido, indicando presença do SNP em apenas um dos cromossomos do indivíduo. 
Raia 4: genótipo TT, representado pela presença de apenas uma banda de 175pb, produto de 
PCR digerido, indicando presença do SNP nos dois cromossomos. Os fragmentos de 23pb dos 
indivíduos CT e TT não são visíveis nesta foto. 
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4.5.2 PCR E DIGESTÃO DO LOCO MTHFR 1298 
 
As PCRs para o loco 1298 realizaram-se com tampão Tris-HCl 10x, pH 8,3; 
1,2 μM de MgCl2; 0,2 μM de cada desoxinucleotídeo trifosfatado (dNTP); 0,8 nM de 
cada oligonucleotídeo iniciador; 1,25 U de Taq DNA polimerase e 2,4 μg de DNA por 
microlitro reação 
Os tubos de reação para amplificação do loco MTHFR 1298 foram colocados 
no termociclador, onde foi feito o seguinte ciclo de variação de temperatura: 95°C 
por 5 minutos para ativação da Taq polimerase seguido de 40 ciclos repetidos de 
amplificação (desnaturação das fitas de DNA a 95°C por 1 minuto; anelamento dos 
iniciadores a 62°C por 1 minuto e extensão da nova fita a 72ºC por 1 minuto) e 
extensão final da cadeia a 72°C por 7 minutos (adaptado de YI, et al., 2002). 
O produto gerado por esta PCR é de 128pb. Após a ação da enzima de 
restrição MboII, extraída de uma cepa de E. coli que carrega o gene clonado MboII 
de Moraxella bovis, cujo sítio de restrição é GAAGA(N8/7), as seguintes situações 
são observadas (figura 7): (1) os indivíduos homozigotos AA apresentam três 
fragmentos, de 28, 28 e 72 pb, por possuírem dois sítios de restrição em ambas as 
fitas; (2) os indivíduos homozigotos CC apresentam apenas dois fragmentos, de 28 e 
100 pb, pois a substituição acarreta a alteração de um dos sítios de restrição 
reconhecidos pela MboII; e (3) os indivíduos heterozigotos (AC) são identificados 
pela presença de três fragmentos, de 28, 72 e 100 pb (Adaptado de YI et al., 2002). 
 
Figura 7: Imagem de eletroforese em gel de agarose 4,5% corado com brometo de etídeo, visu-
alizado por transiluminador UV. As bandas são produtos de PCR da região MTHFR 1298, após 
digestão com a enzima MboII. Raia 1: Genótipo CC, uma banda de 100pb, resultado da diges-
tão do produto de PCR pela enzima. Raia 2: genótipo AA, produto de PCR digerido, apresen-
tando uma banda de 72pb. Raia 3: genótipo AC, apresenta duas bandas, de 100 e 72pb. Nesta 
imagem não são visíveis as bandas de 28pb resultantes da digestão. Raia 4: marcador de peso 
molecular NEB™ Low Molecular Weight. 
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4.6 Análise e tratamento dos dados 
 
 
As freqüências alélicas e genotípicas em cada grupo foram estimadas por 
contagem direta. O teste de equilíbrio de Hardy-Weinberg também foi realizado, para 
verificação do equilíbrio das distribuições genotípicas observadas.  
A heterozigosidade esperada, ou seja, a freqüência relativa esperada de 
indivíduos heterozigotos, foi calculada pelo método de NEI (1987).  
Na comparação entre os dois grupos foram aplicados os métodos clássicos 
de análise epidemiológica para estudos caso-controle (WOOLF, 1955). Para uma 
estimativa da associação entre os diversos alelos estudados e o câncer de mama, 
foi calculada uma razão de probabilidade, odds ratio (OR), utilizando o programa 
HDS EpiMax Calculator. 
O valor de OR é muito próximo ao do risco relativo, que exprime quantas 
vezes o caráter em estudo (no caso, o câncer de mama) é mais freqüente entre os 
portadores de um determinado fator (um alelo específico, por exemplo) do que entre 
aqueles que não possuem o mesmo fator. O valor de OR obtém-se construindo uma 
tabela 2x2 na qual são considerados os casos com o fator (casa A), os casos sem o 
fator (casa B), os controles com o fator (casa C) e os controles sem o fator (casa D). 
O valor de OR é obtido pela operação matemática (A.D)/(B.C). Caso o valor de uma 
as casas seja zero, usa-se a modificação de Haldane, cuja fórmula é: OR = 
[(A+0,5).(D+0,5)/(B+0,5).(C+0,5)]. 
Valores de OR iguais a ou muito próximos de 1 significam que o fator não 
deve estar associado à doença em questão. Valores maiores do que 1 indicam maior 
probabilidade de desenvolver a doença, enquanto que valores menores do que 1 
apontam para proteção, conferida pelo fator estudado ou por um outro fator ligado 
ao primeiro, contra o desenvolvimento da patologia. 
O valor de p igual a 0,05 foi adotado como limite de significância para todos 






5.1 Caracterização da amostra 
 
 
A amostra constitui-se de 242 mulheres, sendo 125 casos e 117 controles, 
todas residentes em Santa Catarina, com idade variando entre 29 e 86 anos nos ca-
sos e de 21 a 80 anos nos controles. No grupo dos casos, há predominância de 
pessoas na faixa dos 49 a 55 anos, enquanto que no grupo controle há mais pesso-
as na faixa de idade de 56 a 62 anos (figura 8). 
 
 
Figura 8: Distribuição percentual de freqüência de casos e controles por faixa etária. 
 
 
A composição étnica dos dois grupos é bastante semelhante, sendo a maio-




Figura 9: Distribuição percentual de freqüência de casos e controles por etnia. 
 
A idade média dos controles no momento de sua primeira menstruação é de 
13 anos, com mínimo de 10 e máximo de 19 anos. Nos casos, a média também é de 
13 anos, sendo a idade mínima 9 e a máxima, 17 (figura 10). 
 
 
Figura 10: Distribuição percentual de freqüência de casos e controles por idade da menarca. 
 
Tanto no grupo controle como no grupo de casos, a maioria das mulheres é 
não fumante (figura 11). Não foi encontrada diferença significativa entre casos e con-




Figura 11: Distribuição percentual de fumantes e não fumantes entre casos e controles. 
 
Em relação à paridade, os casos têm mais filhos que os controles (figura 12). 
  
 
Figura 12: Distribuição percentual de casos e controles de acordo com o número de filhos. 
 
Tanto no grupo de casos quanto no de controles, a maioria das mulheres é 
ou foi usuária de anticoncepcionais orais (figura 13). Também não há diferença esta-






Figura 13: Distribuição percentual de usuárias de anticoncepcional oral entre casos e contro-
les. 
 
Nos dois grupos a maioria das mulheres nunca fez terapia de reposição 
hormonal (figura 14). Não foi encontrada diferença significativa entre os grupos (OR 
= 0,687, IC 95% = 0,297 - 1,576, p = 0,443). 
 




5.2 Análise do Polimorfismo MTHFR C677T 
 
 
No estudo do polimorfismo MTHFR C677T, foram genotipados 114 controles 
e 117 casos. Na tabela 3 encontram-se as freqüências genotípicas e alélicas obser-
vadas para esse loco em controles e casos. Os dois grupos encontram-se em equilí-
brio de Hardy-Weinberg (EHW). A heterozigosidade esperada é de 48% para os con-
troles e de 45,5% para os casos. 
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n = 114 (%) 
CASOS  
n = 117 (%) 
ALELOS   
C 0,60 0,65 
T 0,40 0,35 
   
GENÓTIPOS  
CC 43 (37,7) 47 (40,2) 
CT 51 (44,7) 59 (50,4) 
TT 20 (17,6) 11 (09,4) 
EHW χ2 = 0,517, p = 0,472 χ2 = 1,516, p = 0,218 
EHW = Equilíbrio de Hardy-Weiberg; p = probabilidade. 
 
Não foi encontrada nenhuma relação estatisticamente significativa entre ca-
sos e controles quando calculados os odds-ratio considerando cada alelo e cada 
genótipo como fator de risco para o desenvolvimento do câncer de mama (tabela 4). 
Entretanto, pode-se observar que o genótipo TT apresenta uma diferença no sentido 
de proteção, tendo valor de odds ratio igual a 0,488, embora não seja estatistica-
mente significativo. Este fato é inesperado, já que apresentando este genótipo, o 
indivíduo apresenta diminuição da atividade enzimática (NCBI, 2008). 
  
Tabela 4: Odds ratio de casos e controles para alelos e genótipos do loco MTHFR 677. 
 OR IC 95% p 
ALELOS    
C 1,231 0,829 – 1,828 0,325 
T 0,812 0,547 – 1,206 0,325 
    
GENÓTIPOS   
CC vs. TT 1,987 0,793 – 5,041 0,161 
CC vs. CT 0,945 0,520 – 1,716 0,955 
CT vs. CC 1,058 0,583 – 1,922 0,955 
CT vs. TT 2,103 0,858 – 5,217 0,113 
TT vs. CC 0,503 0,198 – 1,262 0,161 
TT vs. CT 0,475 0,192 – 1,165 0,113 
CC vs. CT + TT 1,109 0,631 - 1,949 0,805 
CT vs. CC + TT 1,257 0,725 – 2,180 0,463 
TT vs. CC + CT 0,488 0,206 – 1,138 0,104 
CC + TT vs. CT 0,796 0,459 – 1,380 0,463 
CC + CT vs. TT 2,050 0,879 – 4,845 0,104 
CT + TT vs. CC 0,902 0,513 – 1,585 0,805 




5.3 Análise do Polimorfismo MTHFR A1298C 
 
 
No estudo do polimorfismo MTHFR A1298C, foram genotipados 110 contro-
les e 118 casos. Na tabela 5 encontram-se as freqüências genotípicas e alélicas ob-
servadas para esse SNP. Os controles encontram-se em EHW, porém o grupo de 
casos ficou fora do equilíbrio, apresentando excesso de heterozigotos: foi calculada 
a heterozigosidade esperada e obteve-se o valor de 49,82% para os controles e 
49,98% para os casos. 
 
 




n = 111 (%) 
CASOS 
n = 118 (%) 
ALELOS   
A 0,47 0,49 
C 0,53 0,51 
   
GENÓTIPOS  
AA 25 (22,7) 21 (17,8) 
AC 54 (49,1) 73 (61,9) 
CC 31 (28,2) 24 (20,3) 
EHW χ2 = 0,032, p = 0,858 χ2 = 6,692, p = 0,010 
EHW = Equilíbrio de Hardy-Weiberg; p = probabilidade. 
 
 
Para o loco MTHFR 1298, também não foi encontrada nenhuma relação es-
tatisticamente significativa entre casos e controles quando calculados os odds-ratio, 
considerando cada alelo e cada genótipo como fator de risco para o desenvolvimen-
to do câncer de mama (tabela 6). Observa-se que o genótipo AC apresenta uma di-
ferença no sentido de aumentar o risco de susceptibilidade ao câncer, tendo valor de 







Tabela 6: Odds ratio de casos e controles para alelos e genótipos do loco MTHFR 1298. 
 OR IC 95% p 
ALELOS    
A 1,098 0,747 - 1,613 0,685 
C 0,911 0,620 - 1,338 0,685 
    
GENÓTIPOS   
AA vs. CC 1,085 0,458 – 2,572 0,998 
AA vs. AC 0,621 0,298 – 1,292 0,228 
AC vs. AA 1,609 0,774 – 3,354 0,228 
AC vs. CC 1,746 0,879 – 3,478 0,119 
CC vs. AA 0,922 0,389 – 2,185 0,998 
CC vs. AC 0,573 0,288 – 1,138 0,119 
AA vs. AC + CC 0,736 0,366 – 1,478 0,446 
AC vs. AA + CC 1,682 0,960 – 2,952 0,070 
CC vs. AA + AC 0,651 0,337 – 1,252 0,220 
AA + CC vs. AC 0,594 0,339 – 1,042 0,070 
AA + AC vs. CC 1,537 0,799 – 2,963 0,220 
AC + CC vs. AA 1,359 0,677 – 2,733 0,446 
OR = Odds ratio; IC = intervalo de confiança; p = probabilidade. 
 
 
5.4 Análise da combinação genotípica dos dois SNPs do gene MTHFR 
 
 
Analisando as combinações genotípicas, o número amostral reduziu-se para 
110 casos e 107 controles, uma vez que nem todos os indivíduos puderam ser geno-
tipados para os dois locos.  
Quando calculados os odds ratio das combinações genotípicas para analisar 
a associação dos genótipos ao câncer de mama, obtiveram-se os resultados apre-
sentados na tabela 7. 
Observando a tabela 8, pode-se notar que algumas combinações genotípi-
cas tendem a aumentar a susceptibilidade ao desenvolvimento do câncer mamário 
(aquelas em que os OR são mais elevados). Das combinações que apresentaram 
maior risco isoladamente, foi feita a análise contra as combinações que não apre-
sentaram risco (tabela 8). Quando comparados os indivíduos que apresentam o ge-
nótipo MTHFR 677CC ou CT e 1298AC, há um risco 2x aumentado de chance de 
que uma pessoa com esse genótipo venha a desenvolver câncer de mama, sendo o 
valor de p significativo, igual a 0,012. Isto quer dizer que o genótipo MTHFR 1298AC 
apresenta uma diferença no sentido de aumentar o risco de susceptibilidade ao cân-
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cer, a não ser que ele esteja presente junto com o genótipo MTHFR 677TT, que ten-
de a conferir proteção. 
 
Tabela 7: Odds ratio das combinações genotípicas dos locos MTHFR C677T e MTHFR A1298C 
de casos e controles. 




n = 107 (%) 
CASOS 
n = 110 (%) OR IC 95% p 
CC AA 08 (07,48) 05 (04,54) 0,589 0,161 – 2,074 0,533 
CC AC 14 (13,08) 25 (22,73) 1,954 0,904 – 4,260 0,094 
CC CC 18 (16,82) 13 (11,82) 0,663 0,287 – 1,521 0,390 
CT AA 14 (13,08) 11 (10,00) 0,738 0,295 – 1,835 0,617 
CT AC 27 (25,23) 37 (33,64) 1,502 0,800 – 2,824 0,227 
CT CC 07 (06,54) 09 (08,18) 1,273 0,414 – 3,971 0,840 
TT AA 03 (02,80) 05 (04,54) 1,651 0,333 – 8,975 0,748 
TT AC 11 (10,28) 05 (04,54) 0,416 0,121 – 1,356 0,175 
TT CC 05 (04,67) 00 (00,00) 0,000 0,493 – 1,109 0,065 
OR = Odds ratio; IC = intervalo de confiança; p = probabilidade. 
 
Tabela 8: Odds ratio das combinações genotípicas de risco dos locos MTHFR C677T e MTHFR 
A1298C de casos e controles. 




n = 107 (%) 
CASOS 
n = 110 (%) OR IC 95% p 
CC AC + CT AC 41 (38,32) 62 (56,36) 2,079 1,167 – 3,712 0,012 
OR = Odds ratio; IC = intervalo de confiança; p = probabilidade. 
 
Seguindo o mesmo princípio da análise anterior, foi calculado o risco de de-
senvolver câncer de mama para aqueles genótipos que, separadamente, indicavam 
proteção (aqueles que na tabela 9 apresentam OR inferior a 1,0). Na tabela 9 pode-
se ver a análise quando combinados os duplo homozigotos (CC AA, CC CC, TT CC 
e ainda esses homozigotos mais a combinação TT AC). Nessas duas análises, o OR 
indica proteção por ser menor que 1,0 e apresenta p significativo, sendo 0,039 na 
primeira e 0,006 na segunda.  
 
Tabela 9: Odds ratio das combinações genotópicas de proteção dos locos MTHFR C677T e 
MTHFR A1298C de casos e controles 




n = 107 
(%) 
CASOS 
n = 110 
(%) 
OR IC 95% p 
CC AA + CC CC + TT CC 31 (28,97) 18 (16,36) 0,480 0,236 – 0,968 0,039 
CC AA + CC CC + TT CC + TT AC  42 (39,25) 23 (20,91) 0,409 0,214 – 0,778 0,006 






6.1 Freqüências genotípicas e alélicas 
 
 
Como se observa nas tabelas 3 e 5, as duas populações (controles e casos) 
encontram-se em equilíbrio de Hardy-Weinberg para os dois locos analisados, com 
exceção da população de casos para o loco MTHFR 1298, que apresenta excesso 
de heterozigotos. Imagina-se que isso possa ser devido ou a um viés amostral, ou 
que esteja indicando associação à doença. 
As tabelas 10 e 11 apresentam freqüências genotípicas e alélicas dos dois 
SNPs do gene MTHFR encontradas em diversas populações, inclusive a população 
de Santa Catarina, representada pelos dados obtidos neste trabalho. 
Quando comparadas às outras populações brasileiras, percebe-se que as 
freqüências genotípicas e alélicas do SNP MTHFR C677T do estado de Santa Cata-
rina assemelham-se às freqüências das populações do Rio Grande do Sul e de São 
Paulo (tabela 10). Comparando essas populações às demais, vê-se que têm maior 
identidade com as populações européias, provavelmente devido à colonização des-
ses estados, que ocorreu com prevalência de europeus (PIAZZA, 1982). 
Outro dado interessante que pode ser observado na tabela 10 é a freqüência 
do alelo MTHFR 677T nas populações da Bahia e de Pernambuco, a qual é menor 
que nas já mencionadas e se aproxima às freqüências encontradas nas populações 
africanas e sul-ameríndias. Esse dado corrobora o fato de que a população da Bahia 
e de Pernambuco são formadas por grande percentual de afro-descendentes, devido 
às atividades escravistas desenvolvidas no período de colonização do Brasil e por 
ameríndios (RIBEIRO, 1997; MORTON et al., 1966). 
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Tabela 10: Distribuição de freqüências genotípicas e alélicas do SNP MTHFR C677T em diversas populações, incluindo a população do presente 
estudo. 
População n CC CT TT C T Publicação 
Asiaticas        
Taiwan 530 0,506 0,417 0,077 0,71 0,29 CHENG et al., 2008 
Coréia do Sul 198 0,369 0,505 0,126 0,62 0,38 CHOI et al., 2003 
Européia        
França 133 0,376 0,526 0,098 0,64 0,36 MORNET et al., 1997 
Alemanha 153 0,490 0,400 0,110 0,69 0,31 KOCH et al., 1998 
Irlanda 1309 0,458 0,434 0,108 0,68 0,32 BOTTO & YANG, 2000 
Itália 2053 0,305 0,515 0,180 0,56 0,44 BOTTO & YANG, 2000 
Polônia 211 0,560 0,350 0,090 0,74 0,26 SZCZEKLIK et al., 2001 
Eurasiática        
Turquia 226 0,469 0,456 0,075 0,70 0,30 SAZCI et al., 2003 
Africanas        
República Central Africana 52 0,818 0,182 0,000 0,91 0,09 SCHNEIDER et al., 1998 
Gâmbia 24 0,875 0,125 0,000 0,94 0,06 SCHNEIDER et al., 1998 
Quênia 61 0,902 0,098 0,000 0,95 0,05 SCHNEIDER et al., 1998 
Madagascar 97 0,866 0,134 0,000 0,93 0,07 SCHNEIDER et al., 1998 
Ameríndias        
Quechua (Peru) 72 0,950 0,050 0,000 0,98 0,02 MONSALVE et al., 2003 
Aché (Paraguai) 30 0,800 0,200 0,000 0,90 0,10 MONSALVE et al., 2003 
        




Tabela 110: Distribuição de freqüências genotípicas e alélicas do SNP MTHFR C677T em diversas populações, incluindo a população do 
presente estudo. 
População n CC CT TT C T Publicação 
Oceania        
Austrália 225 0,391 0,502 0,107 0,64 0,36 WILCKEN, 1996 
Americanas        
Colômbia 150 0,280 0,467 0,253 0,51 0,49 BOTTO & YANG, 2000 
Canadá 414 0,416 0,442 0,142 0,64 0,36 BOTTO & YANG, 2000 
Estados Unidos 3129 0,447 0,422 0,131 0,66 0,34 BOTTO & YANG, 2000 
BR - Bahia 843 0,585 0,362 0,053 0,77 0,23 COUTO et al,. 2004 
BR - Pernambuco 50 0,500 0,460 0,040 0,73 0,27 SILVA et al., 2006 
BR - São Paulo 75 0,400 0,470 0,130 0,63 0,37 CUNHA et al., 2002 
BR - Rio Grande do Sul 100 0,380 0,520 0,100 0,64 0,36 BRANDALIZE et al., 2007 




Tabela 11: Distribuição de freqüências genotípicas e alélicas do SNP MTHFR A1298C em diversas populações, incluindo a população do presente 
estudo. 
População n AA AC CC A C Publicação 
Asiática        
Taiwan 534 0,580 0,388 0,032 0,77 0,23 CHENG et al., 2008 
Européias        
Turquia 226 0,504 0,412 0,084 0,71 0,29 SAZCI et al., 2003 
Alemanha 634 0,470 0,420 0,120 0,68 0,32 JUSTENHOVEN et al., 2005 
Áustria 389 0,473 0,432 0,095 0,69 0,31 FODINGER et al., 2001 
Reino Unido 754 0,518 0,404 0,078 0,72 0,28 DEKOU et al., 2001 
Polônia 211 0,640 0,320 0,040 0,80 0,20 SZCZEKLIK et al., 2001 
Eurasiática        
Arábia Saudita 511 0,468 0,431 0,102 0,85 0,15 SIRAJ et al., 2007. 
Africana        
África do Sul 114 0,614 0,342 0,044 0,79 0,21 GEBHARDT et al., 2001 
Ameríndias        
Quechua (Peru) 72 0,970 0,030 0,000 0,99 0,01 MONSALVE et al., 2003 
Aché (Paraguai) 25 1,000 0,000 0,000 1,00 0,00 MONSALVE et al., 2003 
Americanas        
Canadá 780 0,510 0,396 0,094 0,71 0,29 KOTSOPOULOS et al., 2008 
Estados Unidos 2101 0,505 0,419 0,076 0,71 0,29 ROBIEN & ULRICH, 2003 
BR - São Paulo 75 0,560 0,370 0,070 0,75 0,25 CUNHA et al., 2002 
BR - Pernambuco 50 0,540 0,440 0,020 0,76 0,24 SILVA et al., 2006 
BR - Santa Catarina (controles) 111 0,227 0,491 0,282 0,47 0,53  
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Considerando o SNP MTHFR A1298C (tabela 11), pode-se observar que na 
população de Santa Catarina as freqüências são bastante peculiares, não sendo 
similares às freqüências de nenhuma outra população pesquisada, sendo a freqüên-
cia do alelo mutante a mais alta dentre as encontradas na literatura e acima daquela 
do alelo selvagem. Em populações ameríndias o alelo mutante ou está ausente ou 
em baixíssima freqüência. Em populações de origem alemã foi verificada a mais alta 
freqüência já encontrada até então, 0,32, 65% menor da encontrada no presente 
estudo, 0,53. 
Duas hipóteses podem ser levantadas para explicar a freqüência aumentada 
do alelo mutante na população de SC. A primeira é deriva genética. Em algum mo-
mento ocorreu um evento ao acaso que fez com que a freqüência do alelo C aumen-
tasse. A segunda hipótese é a seleção desse alelo, direta ou indiretamente, se ele 
estiver em desequilíbrio de ligação com outro gene que esteja de fato sendo sele-
cionado nessa população. Pode-se excluir a hipótese de fluxo gênico, uma vez que 
nenhuma outra população estudada até o momento apresenta freqüência do alelo 
mutante tão alta como a verificada neste trabalho. 
 
 
6.2 Análise de associação 
 
 
Como se pode observar nas tabelas 4, 6 e 8, não foi encontrada nenhuma 
associação entre os genótipos dos SNPs do gene MTHFR isoladamente e o câncer 
de mama, assim como o resultado dos trabalhos de KOTSOPOULOS et al. (2008) 
na população canadense, JUSTENHOVEN et al. (2005) na alemã, KALEMI et al. 
(2005) na grega e LANGSENLEHNER et al. (2003) na austríaca. 
Um estudo feito em Taiwan por CHOU et al. (2006) mostra que os alelos 
MTHFR 677T e 1298C diminuem o risco do seu portador desenvolver câncer de 
mama (OR = 0,81 e 0,57 para MTHFR 677CT + TT e MTHFR 1298AC + CC, respec-
tivamente). SHARP et al. (2002) encontraram na população escocesa relação de 
proteção do genótipo MTHFR 1298CC (OR = 0,24) e da composição genotípica 
MTHFR 677TT e 1298CC (OR = 0,26) contra a doença. 
Ao contrário do observado na população de Santa Catarina, ERGUL et al. 
(2003) acharam na população da Turquia associação entre o alelo MTHFR 677T (χ2 
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= 7,234, p = 0,027) e o genótipo MTHFR 677TT (OR = 2,5) e o câncer de mama, 
enquanto no presente trabalho o alelo T parece ser um fator de proteção à doença, 
ainda que não tenha alcançado valor de p significativo (tabela 4). Os mesmos auto-
res afirmam que o genótipo MTHFR 1298CC é fator de risco para o desenvolvimento 
de tumor mamário (OR = 1,9), indo de encontro aos nossos resultados, onde vemos 
(tabela 6) que o alelo MTHFR 1298C tenderia à proteção e não ao aumento do risco 
de desenvolver a doença. 
Na população da Itália, MACIS et al. (2007) também associaram o genótipo 
MTHFR 677TT à maior susceptibilidade de desenvolvimento da doença (OR = 2,51), 
assim como SEMENZA et al. (2003) na população branca não-hispânica dos Esta-









O número de amostras dos bancos de dados e de DNA de casos e controles 
do LAPOGE foi aumentado durante o período de realização deste trabalho, e outros 
trabalhos continuam fazendo esse esforço para que cada vez mais tenhamos um 
número amostral mais significativo e com maior poder estatístico. 
As técnicas de PCR, digestão e eletroforese específicas para a genotipagem 
dos locos MTHFR 677 e 1298 foram otimizadas, e além de gerar este trabalho, po-
derão facilitar trabalhos futuros do nosso grupo de pesquisa. 
Aqui foi descrito, pela primeira vez, um estudo de associação caso-controle 
para o gene MTHFR e o câncer de mama na população de Santa Catarina, assim 
como foi o primeiro estudo a identificar freqüências alélicas e genotípicas deste gene 
nesta população.  
As amostras de controles e casos não diferem estatisticamente em relação 
aos seguintes hábitos: fumo, utilização de anticoncepcionais orais e terapia de repo-
sição hormonal. 
As freqüências genotípicas estão homogeneamente distribuídas entre con-
troles e casos para o loco MTHFR 677, e entre os controles para o loco MTHFR 
1298, mas os casos encontram-se fora do EHW para este loco. 
As freqüências alélicas do SNP MTHFR 677 identificadas na população de 
Santa Catarina assemelham-se às da população européia e diferem das africanas e 
ameríndias, corroborando dados históricos. 
As freqüências alélicas do SNP MTHFR 1298 identificadas na população de 
Santa Catarina diferem das de outras populações encontradas na literatura, sendo a 
freqüência do alelo mutante a mais alta já estimada. 
Não foi encontrada associação entre os alelos dos SNPs MTHFR C677T e 
A1298C e o câncer de mama nesta população. 
Isoladamente, os genótipos encontrados não apresentam associação com o 
CAMA, mas quando agrupadas as combinações genotípicas CC AC + CT AC, en-
contra-se associação significativa de predisposição ao CAMA. 
Também agrupando classes genotípicas, quando analisado o grupo CC AA 
+ CC CC + TT CC, encontra-se associação significativa de proteção contra o CAMA. 
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Este estudo, embora singular, vem acrescentar dados ao conhecimento ci-
entífico, dando suporte para a constante busca de ferramentas que auxiliem no di-
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ANEXO B - QUESTIONÁRIO 
 
 
Universidade Federal de Santa Catarina 
Centro de Ciências Biológicas 





Data: __/__/__   Entrevistador: _______________________________ 
Coleta: (  ) sangue (  ) tumor Médico responsável: __________________________ 
 
Dados Pessoais: 
Nome do Paciente:__________________________________________________________  
Endereço: _________________________________________________________________  
Cidade: _______________________  Telefone:_____________Celular: _______________ 
Profissão:______________________  Escolaridade: _______________________________ 
Idade: ____________               Sexo: (  ) M    (  ) F              Tipo de san-
gue:_________ 
Peso: ____________       Altura: ___________      Estado Civil: ______________________ 
Naturalidade: ________________________  Descendência:_________________________ 
Etnia:  (  ) Euro-descendente        (   ) Afro-descendente   
(  ) Indígeno-descendente  (  )Asiático-descendente 
 
Dados dos Pais: 
Nome do pai: ______________________________________________________________ 
Naturalidade: _______________Descendência: _____________Profissão: _____________ 
Nome da mãe: _____________________________________________________________ 
Naturalidade: _______________Descendência: _____________Profissão: _____________ 
 
Possui Irmãos: (  ) Sim    (  ) Não        Quantos: _____________ 
  
Hábitos: 
Come FRUTAS regularmente? (  )Sim    (  )Não 
Tipo:_____________________________________________________________________ 
Freqüência:________________________Que tipo nunca come? _____________________ 
Come VERDURAS e LEGUMES regularmente? (  )Sim    (  )Não 
Tipo:_____________________________________________________________________ 
Freqüência:________________________Que tipo nunca come? _____________________ 
Come CARNE regularmente? (  )Sim    (  )Não 
Tipo:_____________________________________________________________________ 
Freqüência:________________________Que tipo nunca come? _____________________ 
Ingere BEBIDA ALCOÓLICA? (  )Sim    (  )Não 
Freqüência: (  ) Todos os dias    (  )Fim de semana         (  ) Esporadicamente 
Quantidade: ______________________________ 
Que tipo de bebida alcoólica ingere mais freqüentemente? 
(  ) Cerveja    (  ) Vinho    (  ) Cachaça    (  ) Outro _________________________________ 
Que tipo de bebida alcoólica nunca ingere?  
(  ) Cerveja    (  ) Vinho    (  ) Cachaça    (  ) Outro _________________________________ 






 FUMA?  (  )Sim     (  ) Não   FUMOU?  (  )Sim     (  ) Não 
Tipo: (  ) Cigarro    (  ) Charuto    (  ) Cachimbo    (  ) Outro _________________________ 
Quantidade e Freqüência: ____________________________________________________ 
Tempo que fuma ou fumou: __________________________________________________ 
Há quanto tempo parou: _____________________________________________________ 
 
Histórico Hormonal e Reprodutivo 
Idade da MENARCA: ________ MENOPAUSA: (  ) Sim    (  ) Não    Idade:_________ 
PARIDADE: (  ) nulípara  ________      Idade da 1ª Gestação_________ 
Amamentou: (  ) Sim    (  ) Não     Tempo total: ________  Abortos: (  )P______ (  )E_____ 
Trat. Hormonal: (  ) AC    Tempo total: _________             (  )Outros  Tempo total:_________ 
 
Histórico Médico 
Casos de CÂNCER na família? (  )Sim     (  ) Não 
Grau de Parentesco: ________________________________________________________ 
Tipo de Câncer:____________________________________________________________ 
Casos de TUMOR BENIGNO? (  )Sim    (  ) Não 
Local:____________________________________________________________________ 
Grau de Parentesco: ________________________________________________________ 
 
Tem ou teve alguma outra doença grave? _______________________________________ 
 
Utilizou ou utiliza alguma medicação por longo tempo? (  ) Sim   (  ) Não 
Tipo: ___________________________ Tempo que utilizou: _________________________ 
 













ANEXO C – TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 
 
Universidade Federal de Santa Catarina 
Centro de Ciências Biológicas 
Departamento de Biologia Celular, Embriologia e Genética – BEG 
 
 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 
 
Projeto de Pesquisa: “Câncer de mama: avaliação de parâmetros informativos para diagnós-





Pesquisadores da Universidade Federal de Santa Catarina estão desenvolvendo um projeto 
de pesquisa para avaliação de fatores genéticos, doenças e hábitos alimentares e pessoais 
que podem estar associados ao aparecimento do câncer de mama. Para isto pedimos sua 
colaboração e permissão para extrairmos de parte de seu material biológico, uma quantia 
pequena de DNA (molécula que contém os genes, que são as informações de suas caracte-
rísticas biológicas). O DNA será analisado no laboratório para tentarmos descobrir se há 
relação entre alguns de seus genes, propostos no atual projeto (ligados ao metabolismo de 
hormônios sexuais e de substâncias estranhas ao organismo e também relacionados ao 
reparo de DNA) e o aparecimento desta doença. A amostra coletada nesta ocasião poderá 
ser utilizada em possíveis futuros projetos que envolvam testes genéticos, aprovados pelo 
sistema CEP/CONEP, desde que receba novamente sua autorização, após um novo contac-
to. Deixamos claro que sua participação é voluntária, não influenciando no seu atendi-
mento e tratamento. A equipe agradece antecipadamente sua colaboração e se coloca à 
sua disposição para responder qualquer pergunta que você queira fazer, e esclarecer quais-
quer dúvidas que porventura apareçam. Para isso você pode telefonar para o número (48) 
3721-9804 ou (48) 3721-5154 e conversar com a Profa. Dra. Ilíada Rainha de Souza ou com 




Caso você concorde em participar, você irá responder um questionário de duração aproxi-
mada de 5 minutos, para sabermos se você teve outras doenças, se outras pessoas na sua 
família tiveram câncer, etc. 
Também precisaremos de um pedacinho do tumor que será retirado pelo médico na hora da 
cirurgia e de tirar um pouco de sangue numa seringa.  
O DNA extraído das amostras coletadas será guardado no Laboratório sob responsabilidade 




A coleta de sangue e a retirada do tumor são procedimentos normais para o tratamento da 
sua doença. O aparecimento de mancha roxa ou dor no local da espetada da agulha podem 
ocorrer sem representar maiores preocupações. As informações coletadas, bem como os 
resultados das análises genéticas serão mantidos em sigilo e serão utilizadas somente pela 










Você não terá nenhum benefício direto ao participar desta pesquisa, mas os resultados des-
te estudo poderão no futuro proporcionar novas alternativas para prevenção do câncer, e 
para identificação de pessoas que tem risco de desenvolver a doença, podendo beneficiar 
muitas outras pessoas. 
Assinaturas:  
Pesquisador principal ________________________________________                         








__, fui esclarecida sobre a pesquisa 
“Câncer de mama: avaliação de parâmetros informativos para diagnóstico e prognóstico na 
população do estado de Santa Catarina”, e concordo que meus dados sejam utilizados na 
realização da mesma e autorizo a guarda de meu material biológico para o caso de futuras 
pesquisas, sendo eu contatado para fornecer nova autorização caso forem realizadas novas 




Assinatura: _________________________________   RG: __________________ 
 
